Page 1 of 1

espacenet - Bibliographic data

|
o

s s

g
o7y

7

o
%59
R
Gk

o on
75
““\\ :
ik
T
7%

P
bt

9/20/2011

]

0&adjacent...

CO7K17/06,
(IPC1-7): AB1K37/14

]

]

EPODOC&II

CO7K14/805
A61K38/00,

>
]

A61P7/08
CO8F8/00,

lio?DB

]

]

1

A61K47/48
CO7K17/10,

£l
>

A61K38/16
CO7K17/08

international:

c
(]
[
o
<]
=
=}

w

'

DELLACHERIE EDITH; LEONARD MICHELE; SACCO DANIEL; VIGNERON CLAUDE +

MERIEUX INST [FR] *
FR19880005240 19880420

EP19890401076 19890418

1989-10-25

I
©
T
@
<
2
o
]
o

Applicant(s):
Classification:

[
2
=
[
£
]
o
(o]
T

Publication
date:
Inventor(s):
Application
number:
Priority
number(s):
Cited

Also
//worldwide.espacenct.com/publicationDetails/b

http



EP ¢ 338 916 A1

Européisches Patentamt
European Patent Qffics G Numéro de publication: ¢ 338 918
QOffice suropden des brevels A‘g

DEMANDE DE BREVETY EUROPEEN

@

(3D Numéro de dépot: S9401076.3 @ wmos A 81 K 37714

& Datededépdl: 18.84.99

@3 Priorité: 200488 FR 8805240 G2 Inventeur: Dellacherie, Bdith
15 rue Jean Ploussard

@& Date de publication da ia demande: F-54220 Malzeville (FR)

25.10.8% Bullstin 89/43 Leonard, Michale

471 avenue de fa Libération Chaligny
Eiats contractants désignes: F-84230 Neuves-Malsons {FR}
AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL S8
Sacee, Danjel

Bd Charles ¥V
Demandeur: INSTITUT MERIEUX
Marcy FElolle B.R. 3 F-53600 Nancy (FR}

F-88752 Charbonnieres Cedex {FR} Vignaron, Claude

&0 quat Claude le Lorrain
F-54000 Nancy {FR}

Mandataire: Grosset-Fournier, Chanial Catherine ot al
8¢ Ernest Guimann/Yves Plasseraud §7 boulevard
Haussmann :
F-75008 Paris {FR}

@ Conjugués macromolécuizires dhémoglabine, lour procéde de préparation st jeurs applisations.

@ Ulnvention a pour object un proc&dé de préparation de
conjuguds macromoideulairas hydrosolubles d'hémoglobing,
caraoifrisé en ce gue
- on fixe, dans une premidre élape, des sites Z sur un polymére
P, les sites Z contenant d'une part au moins une charge
négative portée par exemple par des groupss suffates et
destinde & order une laison ionigue avecs hémoglobine, ot
sontenant dautre part au Moins par exemple par une groupe
carboxviique, of destind 4 créer une iialson covalents avec
hémoglobine,
- puis dars une seconde Staps, on fait réagic le polymére ¥
comportant is ou les sites Z avee de Phémoglobine sous farme
oxygénée, pour former d’une part au moins une Halson ionigue
antre Yun au moins des sites 2 portés par le polymére st
rhémogiobine et d'autre part aut moing une Haison covalente
ghire & méme susdit site 2 porté par le polymére et
'hémoglobine.

Les conjugués macromoidoulaires obtenus par oe procédé
présentent pour Poxygéne une aflinité inférisure & ocelle de
'hémogiobine Hibra.

Bundasdruckerei Berlin
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Description

CONJUGUES MACROMOLECULAIRES D'HEMOGLOBINE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ETLEURS
APPLICATIONS

Uinvention concerne de nouveaux conjugués macromotéoulaires, leur procédé de préparation ef leurs
applications comme transporteurs d'oxygéne, notarament dans le cadre des transfusions.

On sait qu'l est possible d'injecter par voie intraveineuss une sclution aqueuse d’hémoglobine exempte de
siroma et rendue isotonigus du sang.

Cr Fun des inconvénients gue présente hémoglobine est qu'alls ne reste pas dans le cirouit sanguin mals
quelle diffuse 8 Pexiérieur du systéme vasculaire, an raison en particulier de sa petite tallle,

Afin de remédier & cet incornvénient, ¢'est a dire afin d’augmenter la persistance intravasculaire de
rhémagiobing libre dans e cadra de son utifisation comme “substiful” du sang ou de soluté de remplissage
ransporieur d’oxygéne, plusisurs procédés ont &té utilisés,

On g, par exemple, fixé Phémoglobine 3 des macromoldeules hydrosclubies dépourvues de toxicité, non
antigénigues st hémocompatibles.

Cest ainsi que de nombraux exemplies d’hémaoglobines modifides par fa fixation chimigue de polyméres
hydrosolubles montrent que le temps de séjour de Phémoglobine dans Porganisme peut &ira largement
augmenté.

Parrai los differents polyméres utilisss, ies plus courants sont les polysaccharides et notamment le dexirane
{brevet frangals r° 2.328.478] I'hydroxyéihylamidon {brevet frangais n® 2.328.478), Vindline (demande de
brevet européen n® 43.578}, ef les polvalkyléneglycols ot plus particulidrement le polyéihyiéne glyeol

Cependant dans tous les cas, Phémoglobine ainsi modifiée par fixation directe de ces polyméres, posséde
des propridtds oxyphorigues mal adaptées a une ubliisation en transfusion sanguine.

On rappefie. en effel, quun subsiitut sanguin ne peut jouer un rdle équivalent & celul qu'assume
'hémogiobine intradrythrocytaire native gue dans la mesure ol iz combinaison qu'll forme avec Poxygene sst
réversible, o’est & dire qu'll est capable de fixer Poxygéne, {'hémoglobing est alors sous forme oxyaénée)
mais égalernent capable de relarguer facilement Poxygéne (hémogiobine est alors sous forme déoxygense],

Cette propriétd vis 2 vis de Poxygéne est caractériséa par la courbe {appelée sourbe de Bareroft) gui
correspond a la variation de fa quantité < owvgéne retenus par unité de masse du transporteur en fonction de
{a pression particlie de Poxygéne contenue dans Patmosphére a8 laquelle Phémoglocbine ast exposée.

Dans le cas dune solution agueauss de Phémaoglobine native {concentration 15 pmoles/litre] sette variation
ast représentée par le tracé ds référence représentd sur la figure 1, représenté & pH 7.2 4 25°C.

L'un des paramaires associé & cetls courbe est la pression de demi-saturation (Psol qui est ia pression
partielle de Poxygéne & laquelle il faut soumetire la soluion d’hémoglobine pour quelle absorbe une masse
d'oxygane équivalant & 50 % de e quantité maximum 4 laquelie ells est capable de se combiner. Or dans le cas
de Phémoglobine modifiéa (hémogiobine couplée & des polyméres) comme indiqué ci-dessus, la courbe de la
igure 1 représentant le pourcentage de Foxygéne combing a Phémoglckine sous des pressions partieles d
oxygéne délerminéss, sublt une transhxtion vers fa gauche par rappori & la courbe correspondant &
Fhémaoglobine native.

Ceci signifie que la pression Pse de Phémoglobine modifide est inférieurs & celle de Phémogiobine native; en
d'auires termes hémoglobing modifiée présente une sffinité trop forte vis & vie de Poxygéne, ce gui a por
noconvénient que Poxygéne ne peut Stre restitiée rapidement aux tissus lrrigués.

Cette modification des propridgtds oxyphorigues de Phémoglobine modifiée peut s'axpliquer notamment
poUr 2% raisons suivantes |
- "hémoglobine native subit & intérieur du globule rouge, l'infiuence du diphospho-2,3-giveérate (2,3 DPG) qui
est Uoffacteur naturel intradrythrocytaire, qui s'associe avec les amines du site afiostérique de ia
daonyhémoglobing, ce gui abaisse affinité de hémoglobine vis & vis de Toxygéne.

Des améliorations pour remédier & cet inconvénient ont &té proposées en effectuant le couplage entre des
polyméres et de "hémoglobine, en présence deffecieurs temporaires {ou ligands) tels que le diphospho-
2 A-giycérate ou Pinosiiol hexaphosphate et en absence totale d’oxygéne {brevet frangals n® 83.145.458).

Ces substances polyphosphatées complexent fortement le site allosiérigue de la déoxyhémoglobine,
stabilisant cetis demiére, et protégent de cette facon les sites aminds qui sont essentiels pour le processus
de iranspori de Foxygene.

Cependant ces effecteurs sont aliminés soit au cours des &lapes de purification des conjugusds polymeres
de Fhémoglobine, scit dans fe plasma, dans fe cas ol fa purication n's pas enirainé Pélimination des
effectaurs, en ralson des conditions dissociatives du plasma.

Pour remédier 4 cet inconvénient, on & proposé d'svoir racours 3 des effscieurs permanents, par example
an fixant du pyridoxal-5-phosphate {Japan Kokal Tokkyo JP n® 53.104.823).

On a égalernent proposé d'utifiser des ligands avec plusisurs groupes phosphates qui, aprés fixation sur
{hémoglobine, diminuent sensiblement son affinité pour Foxygéne.

Cependant, Tun des inconvérients préseniés par ces composés est gue lewr obtention met en ceuvre
plusieurs opérations sur Phémogiobing et en tout cas plus de deux, ce gul provogus ia formation de produits
de dégradation, notarmmant de méthamogiobins,

On a également proposs, dans iz demands de brevet France n® 88.08625, des oconjugués macromaidou-
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laires d hémoglobine, doni la taille ast telle gue lour diffusivité extravasculaire est limitde, voire annulée, qul
sont protégds contre les conditions dissociatives du plasma, dont les propriétés oxyphorigues ne sont pas
aitérées, mais améliorées par rapport 4 ceiles de Phémoglobing fibre, et dont la préparstion limite I nombre
d'dtapes réactionnelles sur 'hémogliobine,

Cr, ces composés sont présentés cornme Stant obienus par un procéd® en deux étapes, & savoir fixation de
sites £ portant des chargss anionigues sur le polymére P, suivi de ia réaction entre le polymére P surlequel ont
&té fixés las sites Z ot 'émoglobing, sous forme déoxygénés, en Pabsence d'oxygéne,

Ce procédé, toutefols simplifié par rapport awl procédés existant, peut éire difficlle a mettre en ceuvie &
Féchelle industrielle. surtout dans fe cas ol Pon met en ocsuvre des volumes importants de solutions ds
déoxyhémogiobine, la difficulté étant par ailleurs accrue dans fa mesure ol il est nécessaire de travailler en
Pabsence d'oxygene.

QOr, Ia Sociétd Demanderesse a trouvd de fagon tout 3 fait inatisndus un nouveau procdds d'une part
permetiant de préparer certaing des conjugués oul font Fobijet de la demande France n® 88.08625 at d'autre
part parmettani d'élendre Pacods de Phomme de Fart 8 de nouveaux conjugués qui présentant de bonne
progriétés oxyphoriques les rendant aples & une utilisation in vive comme substitut du sang.

i s'est en affet avérd que certains conjugués de couplage de hémogiobine pouvalent 8tre ablenus en
mettani en osuvre de Phémogiobing aous forme oxygénée, el en travaillant dans des conditions nimpliguant
pas absence d'oxygéns,

Or, la possibiiiié de préparer des conjugués macromoléoulaires d'hémogiobine en ulilisant de
'hémogichine sous forme oxygénée est toule a fail surprenanie etva 3 Pencontre tant des donnéss connues
sur iz conformation de Fhémogiohine que des résuliats oblenus 2 ce jour.

En effel, compte tenu des données connues de la conformation de 'hémoglobine ef notamment le falt que
sous forme déoxy, cerlaines des amines de hémogiobing participent au verrouliiage de Phémoglobine en
élablissant des ponts salins définis ci-aprés, ces amines de Fhémoglobine engagées dans les ponts salins ne
peuvent donge pas réagir faciement avee [e polymare. Lorsque la dbdoxyhémaoglobine ot le polymére sont
couplés dans le conjugud macromoléculaire d’hémoglokine oblenu, ces amines peuvent alors continuer &
assurer la transition da conformation oxy = déoxy de Fhémoglobine. De plus, la déoxyhérnoglobine possdds
un site {site allostérique B) tapissé de fonctions amines capables de s’associer dnergiquement avec des
structures renfermant des groupes anjonigues. Les polyméres portant des charges anioniguss vont donc
réagir préférentieflement & ce niveau et s'ils portent des fonctions réactives telles que carbomvle, aldéhyde ou
OH, réagir & Vintériaur de ce site pour donner des conjugusds ot Fhémoglobine déoxy est stabilisée, par
contra, quand 'hémoglobine est sous forme oxygénée, les ponts salins n'exisient plus, et les amines
carrespondantes peuvent donc réagir aves le polymére, guel gqu'll solt. Le résuliat de ce couplage conduit &
des conjuguds dang lesqusis hémogichine se désoxygéne difficilement, les amines modifides par le
polymére ne pouvant plus &fabiir les ponts salins stabilisant la forme déoxy de Phémoglobine. Par alileurs, le
site B est irés désorganisé et I'affet diorientadion par los groupes anjonigues du polymére ne psul plus jouer.
On obtient ainsi des conjugués possédant une Pgo trés basse.

Ces hypothéses ont 81é conflrmées par les résultals oblenus avec des polyméres comporiant
- des sites Z comporiant des charges anionigues constituées par des phosphates sl/ou des sulfates, et/ou
des carboxyiates et
- des groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH non situés sur iee suedits sites £
of dans lesgusis la iaison ionique est établie entre le phosphate ot/ou te sulfate, et/ou le carboxylate des sites
Z du polymare et hémaglobine at s lisison covalanie est élablie anfre les groupes carboxyliques, aldéhyde ou
OH situdés sur le polymeare, et Phémoglobine.

En effet, lorsque de tels polvméres sont mis & réagir avee Phémoglobine sous forme oxygénés, Is Psp du
conhjugué macromoléculaire d'hémoglobine devient inférisure & celle de hémogiobine hative.

Des résuitats oblenus avec des polyméres comportant des groupss carboxyliques, lesquels
- d'une part, sous forme carboxylate, servent de charges anioniques &iablissant des liaisons lordgues entre le
polymére et Phémoglobine
- of, d'autre part, enfrent dans Pétablissement des liaisons covalentes entre le polymére et Mhémoglobine mais
dans lesquels les groupes carboxyligues qui sont engagés dans les lalsons covalentes ne sont pas situés sur
les sites Z qui porfent les carboxylates gui établissent les Halsons ionigues, ont prouvé gue les conjuguds
d'hémogiobine préparés & partir d'hémoglobing sous forme oxygénée présenient une Psp inférleurs & celle de
hémogiobine fibre | en d'autres termes, de tels conjugués d'hémogichine nont pas de propridgiés
oxyphorigues intéressantes {of. Freparative Biochamistry 14{4), 313-328 (1984}}.

Or, la possibiiité de préparer des conjugués d'hémoglobine présentant des propridiés oxyphoriques
intéressantes & partir d’hémoglobine oxygénde a é1¢ obtenus grice au procédé de Pinvention.

On a par allieurs déjd proposé des conjugués macromoléculaires d'hdmoglobine dans lesqguels
- l= liaison ionique antre fe polymére et Phémoglobine ast élablie antra des siles 2 du polymére portant des
charges anioniques el hémoglobing et
-~ {a lisison covalente ast éiablie
. s0it enire des sites Z du polymeére st Fhémoglobing,

. 3¢l entre le polymére ot Fhémogiobing, sous réserve de conditions enirs s naturs de la charge anionique, ie
nombre de charges anionigues et fe nombre de monoméres.

Or, on a constaté de fagon inattendus qu'it suffisalt d’au moins une charge anionique par polymére, sous
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réserve gue la charge anionique et la fonction susceptible de former Ia liaison covalente antre Is polymére et
idmoghebine soit sltude sur e méme sits 2.

Lun des buls de Pinvention est de fournir un nouvesy procédé permettant d'oblenir facilement des
conjuguds macromoléoulaires physiologigusmeant compatibles, ef suscepiibles de fixer Poxygéne réversible-
ment.

L'un des buts de Uinvention est de fournir un nouveau procédé permstiant d'obtenir facllement des
comjugués macromoléoulaires susceptibles de restituer Foxygéne plus facilemeant qua Mhémoglobine libre.

L'un des butas de Pinvention est de proposer un nouveau procédd permetiant d’oblenir des conjugués
maoromoléolaires faciles & synthétiser & Véchells industrisiie.

L'un des auires buts de Vinvention est de fournir un nouveau procadé permettant d'obtenir des conjuguées

macromotécuiaires d’hémoglobine, en soumeitant hémogiobing au plus & deux élapes, ot généralement &
une seule atape.

{un des avires buts de Minvention est de proposer un nouveau procédé permettant d’obienir facilement
des volumes Importants de solutions agueuses contenant des conjuguds macromoléculaires d'hémoglobine
susceptibles d'étre ulilisdes comme subsiitut du sang, nolamment dans les inferventions nécessitant des
fransfusions ou la perfusion d'organe.

Lun des sutres buts de Vinvention est de fournir un nouveau procédé permettant d'obtenir fadiiement des
soluiions d'hémogiobing dont les propriéiés oxyphorigues, révélées par une augmentation de la Psp in vitro
par rapport a Phémoglobine ibre, demeurant stabisg in vivo,

L'ur des autres buts de Pinvention est de proposer un nouveau prooddd permattant d’obtenir facliement
des composés macromoléculaires d'hémoglobine présantant & la fois une affinité modérée par rapport &
Foxygene, ainsi gu'un volume hydrodynamioue élevé, entrainant au cours d'expériencas transfusionnelies,
faugrentation de la persistance intravasculaire de 'hémoglobine par suppression de hémoglobinurie.

L'un des autres buts de Finvention est de proposer un nouveau procédd permetiant d'obterdr facilement
des conjuguds macromoléculaires d'hémogliobine qul présentent d'excellentes proprigtés axyphoriques
révéléas par une augmentation de 8 Pso In vitro par rapport & Phémoglobing ibre, dans lesquels te polymére
utiliséd, mis en présence d'hémogiobine mais dans des conditions de non souplage aves Phémoglobine,
nentraine pas nécessairement daugmentation de fa Pso par rapport & Phémoglobine ibre.

un des buts de linvention est de proposer de nouveaux conjugués macromoléculaires présentant
d'excellentes propriéiés oxyphoriques révélées par une augmentation de fa Pag in vitro et dont la Psp pulsse
Atre sjustés corrélativerment au nombre de lizisons foniques établies entre le polymers et Fhémoglobine.

Le procddé de préparation de conjugués macromoiéculaires hydrosolubles dhémogicbineg, non
bicdégradables ou pau biodégradables, pendant iz femps durant jequel e conjugué macromoiéculaire doit
assurer des fonctions oxyphoriques dans lg plasma, présentant pour Poxygéne une affinité inférieure & sells de
Prémoglobine libre, caractdrisé en ce que @

- on fixe, dans una premidrs élape, des sites Z sur un polymére P, 4 ralson d'au moins un site Z par chaine de
poiymére, le polymére P &tant hydrosoluble, non toxique. de préférence non antigénigue, hémogompativle, de
masse moldculaire d'environ 1 000 & environ 500 000, de préférence d'environ 1 000 & environ 100 Q00
comporiant un ou plusisurs groupes polaires, de préférence des groupes hydroxyles, carbonyliques ou
amines, ot les sites Z contenant d'une part au moins une charge négalive portée par des groupes, sulfates
at/ou phosphgtes et/ ou carboxylates, et destinés & oréer une falson lonique avec Phémoglobine, et contenant
d'autre parl au moins un groups carboxylique, sidéhyde ou OH, desting & oréer une Haison covalente aves
némoglobine,

. goit en uifilisant un composé Z-Y dans lequel Y est une fonction active ou activable 3 P'aide d'un sgent
d’activation, telle que afdéhyde, carboxylique, amine, hydroxyle ou halogéne, ou bien

. soif en effectuant un greffage radicalaire des sites Z sur le polymére P

- piiis dans une seconde Atape, on falt réagir e polymére P comportant ke ou les sites Z avec de 'hémoglicbine
sous forme oxvgénée, dans un milieu non déoxygéns, dans des conditions telles gue hémoglebine ne
subisse pas de dénaturation af puisse passer aprés couplage aves la polymére de fagen réversible de laforme
oxygénde i la forme déoxygénée, en milieu aqusux de pH compris dlenviron § & environ 8,

pour former d'une part au moins une lialson ionique entre Pun au maing des sites 2 portés par le polymeére ot
hemogiobing et d’autre part au moins une Haison covalente entre le méme susdit site Z porté par le polyméra
et 'hdmagiebine,

- lorsque la réaction ci-dessus indigude conduit éventusiiement & des fonctions imines, celles-of peuvent &tre
stabilisées en fonctions amines, par exemple par réduction 2 Paide de NaBH4, NaCNBHa, le diméthylamincho-
rane cu HOOOH.

Par cornmodité de langage, dans la suite du texts, ot sauf indication contraire, expression “site Z7
correspand au site Z apras fixation sur le polymére.

Dans ce gui préceéde ot ce qui suit, on ulilise Padjectif "carboxylate” powr désigner la charge
anionigue - provenant d'un groups carboxylique - g intenvient dans ia lizdson lonigque entre le polymére et
Irémoglobine et Padjectif "carboxylique” pour désigner la fonction - provenant également d'un groups
carboxylique, mais différent du précédent - qui élablit la lizison covalente entre e polymere of 'hémoglobine.

L'adjectif "carboxylique” englobe également Panhydride formé 4 partir de deux groupes carboxyliques.

e plus ta charge anionique provenant d'un carboxylale peut également provenir d'une fonstion anhydride.

On @ constatd qu'il Stalt possible d'uliliser de Phémoglobine sous forme oxygénés, dans des conditions
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nimpliquant pas Pabsence d'oxygéne. Plus précisément, on a constaié :

- que par exempie il est inutiie de déoxygéner an bokte & gants et de metire sous vide les solulicns uliiisées
pour dissoudre le polyméare, lorsgue celui-ol a 18 lyophilisé aprés quon ¥ a fixé les siles £ §

- qu'il est dgadement Inutile aprés déoxygénation des susdifes sohutions deffectuer un balayage & l'azote,
- o quil est également inutile de traiter Uhémogiobine par les étapes indiquées ci-dessus, & savair
déoxygénation de Fhémogloline en bofte & gants, mise sous vide ef balayage & Pazote et inutlle davolr &
opérar Widrisurement en Fabsence d'oxygdne, afin d'efectuer le couplage entra le polymére et hémogiobine.

On a constatd dgalement que ce procédé n'est applicable gque dans 2 mesure ol le site Z porie
simuttandment :

- des groupes anionigues, choisis parmi les sulfates, phosphates, carboxylates st
- des groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH.

En d'autres termes, ce procédé n'est applicable que si une liaison ionique ef une liaison covalante sont
&tablies entre le polymére st Phémogiohing, par Pintermadiaire d'au moins un méme site Z porteur des
groupes appropriés.

Le procédé de Pinvention ne s'appligue donc gus dans la mesure ol ¢
-1y a Stablissement o'une lisison ionigus enire un groupe phosphate, sulfate ou carboxylate, siué sur urn site
Z porté par le polymére, et 'hémogliobine,

- gt le susdit site 2 comporte également un groupe aldéhyde, sarboxylique ou OH qui forme une liaison
covalenie entre Is polymdre et Fhdmogiobine.

Bn d'autres tsrmes, e procédé de invention ne s'appligue pas aux polyméres comportant
- d'une part des aites Z, porteurs d'un groupe anfonique choisi parmi le sulfate, phosphate, carboxylate
- ot d'autre part des groupes carboxyliques, aldéhyde ou OH, non situés sur les susdits sites Z

En d'autres termes, e site Z avant fixation sur le polymére comporie au moins trols groupes fonstionnels qui
sont tels que
- Pune das fonctions est une fonciion permettant d'atiacher le groupe Z sur le polymére,

- fune des fonctions est une fonction sulfate, phosphate ou carboxylate susaeplible d'élablir une lialson
ionique avec une amine du site aliostérique de hémagiohine,

- Pune des fonotions est une fonction aldéhyde, carboxyiigue ou OH, susceptible de former ung fiaison
oovalente aves un groupe NHz de Fhémogiobine,

Par agent d'activation utilisé pour aativer Ja fonction ¥ du composé Z-Y dont il est question ol-dessus, on
désigne par exemple ceux chaisis dans le groupe constifué par les carbodiimides ou le carbonyldiimidazole.

Lorsque le site Z ost fixd par greffage radieslaire sur la polymere est utilisé un initiateur radicalalre tel que
par exemple 2 nitrate ou le sulfate cérigue d'ammonium ou tout auire agent capable de créar das radicaux
ibres sur la shalne polymére {azobis isobutyronitrile, peroxydes, elo..).

Selon un mods de réalisation avantageux du procadé de Pinvention, tous les sites Z quil interviennent dans
ies llalsons covalentes enfre le polymére et Fhémoglobine sont les mémes que les sites Z gui interviennent
dans les faisons jonigues entre e polymére el Phémoglobine.

Dane le procdds selon Pinvention, ¢l les groupes polaires du polymére sont lonisables et s'ils ne son® pas
tous engagds dans des liaisons avec les sites 7, ces groupes polaires sont de préférence blogqués afin d’dviter
des interactions uitdrieurss aveo les protéines plasmatigquaes in vive.

Cest ainst lorsque les groupss polaires sont des amines, celles qui ne sont pas engagéas dans des lislsons
aves las siles 7 psuvent &ire bloguéss par exemple & Palde d'anhydride acstigue.

Lorsque les groupes polaires sont des carboxyliques, ceux-ai peuvent &ire blogués par exemple & V'aide
g’éthanolamine. '

Le proaddé de {'invention est avantageusement effectué dans des conditions Ielles que les groupes polaires
du polymers sont 1ous engagés dans las laisons avec les sites Z, e qula pour conséquence qulin'y aplus de
biocage 2 effectuer sur les groupes polaires.

Cas conditions consistent notamment & réguler fa guantité de sites Z fixds sur le polymére, en fonction des
groupes polaires du polymédre,

Lorsque es groupes polaires ne soni pas préexistants sur le polymérs mis en osuvre mais dolvent éire fixés
sur o polymére, on peut également nontrdler ia quantité de groupes polaires qu'on fixe, de fagon d ce que e
rombre de sites 7 fixds sur e polymére soit celul souhaité, sans qu'il y ait pour autant de groupes polalres
{résidusis) & bloguer aprds fixation des sites 2.

e contrdle du nombre de sites Z peut 8tre trés intéressant dans ja mesure ob il intervient dans la variation
de Pso, par Vintermédiaire de la densité de la charge négative provenant du site 2.

Le contrdle de la fhxation des groupes polaires sur e polymére peut se falre de ia fagon sulvants !

Dans Fexempie du dexirane aming, le nombre de groupes amines peut &ire modulé en contrdlant fa réaction
gqui précéde et qui consiste & faire réagir do Pépichiorhydrine sur e dextrane en présence de catalyseur.

Ca contrdie peut 8tre fait en faisant varier ie temps de réaction ou en falsant varier la quantité de catslyseur.

Le contrdle de la fixation des sites 7 sur les groupes polaires du polymeére lorsque les groupes polaires sont
préexistants ou déjd fixés sur lz polymére peut se faire de la fagon sulvanis @

- g0it &n faisant varier l8 rapport molaire enire les composés Z-Y définis ci-dessus ot lss groupes polaives du
polymers,
- s0it en faisant varier fe rapport molaire enire Pagent dactivation défini ci-dessus et les groupes polaires du
polymére.
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Lorsgue les groupes Z sont greffés par vole radicalaire, le contréle de leur fixation se falt Indépendament
des groupes polaives, en modulant ia quantité dinftizteur radicalaire utilisée au cours de ia réaction de
greffage.

En ce qui concerne la charge anionique, on a constaté qu'll suffisail d’au moins une charge anionique {que
ce soif sulfate, phosphate ou carboxyiate), par site Z, et qu'il suificall d'au moeins un tef site Z par polymére.

£n d'autres termes, on a constaté que le procédé de Pinvention était applivsble & I8 préparation de
conjugués comportant ag moins un sewl groupe anionigue, et nolamment un seul groupe anionique par
polymére {lequel groupe anionigue ninfervient pas dans le couplage covalent entre le polymere ot
Prgmoglobine), pour former entre le polvmére ef Mhémoglobine une Halson ionique.

On a constaté quune condition nécessaire pour gue les conjugués macromolécuiaires obienus par s
procddé de linvention solent hydrosolubles, dénués de toxicité, de préférence non antigénigues, st
hémocompatibles est gus les polyméres P, susceptibles d'antrer dans la constitution des susdits conjugués
macremoléculaires  solent hydrosolubles, dénués de foxiclié, de préférence non antigénigues, et
hémncompalibies.

On a constaté gue la présence sur la chaine du polymére de sites Z, porieurs de groupes anioniques qui
jouent le réle defiecteurs permanents, augmente la pression partielle pour laquatie 53 8 de Phémogiobine en
solution ast oxygénée, sans gue oela puisse éfre impulé & Pexistence éventuelle de ligands libres.

Ces effecteurs permanents sont tels qu'lls permeatient egalement & Phémoglobine de passer réversiblement
de la forma désoxygénés & la forme oxygénée, avec une siabilisation pius forte de s conformation de la
moidcule d’hémoglobine sous forme déoxygénée, ce gui entraine une diminution de Paffinits de Mémoglobine
¥ig & vis de Voxygéne.

En d'autres termes, cas effecteurs permettent a l'hémoglobine de transporter réversiblement oxygene, et
notamment de relarguar facllement Poxygene dang les tissus qui sont irigués.

La fiaison covalente est tefle qu'slie confére au conjugué macromoléculaire obtenu par fe proodds de
Vinvention une stabilité le rendant non biodégradable ou peu biodégradable en milieu plasmatique, pendant le
temps durant lequel le conjugué macromoléoulaire doit assurer des fonclions oxyphorigues, c'est-3-dire 83 3
jours, ce qui supprime la diffusion exirarénale st extravasculsire de hémogiobine.

Dans les coniugués macromoléculaires obtenus par le prooddé de Vinvention, Fhémogiobine est refiée au
polymére par au moins une lisison covalente mais au-deld d'un nombre oritique de lisisons covalentas antre
{es polyméres et Phémoglobine, notamment quand il v a phénoméne de réticulation intermoléculaire, ceci nuit
aux proprigtés de Phémoglobine.

e nombore oritique de liaisons covalenies correspond au fait gue la masse moléoulalre movenne en poids
des conjugués macromoiéculaires de Pinvention ne doit pas éire supérieure & environ 1 000 000,

Les polyméres qui entrent dans la constitution des conjuguiés macromeléculaires cbtenus par fe procéda
de Pinvention qui sont dégradés dans le mileu plasmatique ont une masse moléculaire moyenne en poids
d'environ 1 000 & 500 000,

Les polyméres qui entrent dans la constiiution des conjuguds macromoléculaires obtenus par le procédeé
de invention ef qui ne sont pas dégradés dans Porganisme dolvent avelr une masse moléculaire moyenne en
poids dgale ou inférisure & environ 10 000, car au-deld de cette valewr les polyméres passent difficlement la
barrigre rénale et g'acoumulent done dans {forganisme.

Cest notamment le cas des polyalkyiéne ghyools, de la polyvinyipyrralidone, du polyméthylaorylate ou de
certains polysaccharides, qui n'élant pas bicdégradables doivent présentsr une masse moldoulaires moyenne
an poids égale ou inférisure & environ 10 000,

Les polyméres oui entrent dans ia constitution des conjugugs macromotéculaires oblenus par le procédé
de l'invention doivent 8tre utilisés dans une gamme de poids moléoulaire dans laquetie iis sont de préférence
non antigéniGues,

Cest ainsl que dans e cas du dextrang, son poids moldculaire doit étre inférieur & environ 70 000,

La premigre stape de préparation des conjugués macromoléaulsires de invention et qui consiste & fixer
des sites Z sur I8 polymére, peut éire effectuée par des méthodes connues.

La premidre &tape de préparation des conjuguds macromoléculaires de Vinvention peut également &ire
sifectuée en ulilisan! des composés du type Z-Y dans lesquels Y est une fonction aldéhyde, carboxyligue,
amnine, hydroxyle ou halogéna. Ces composés Z-Y pauvent 8tre wtilisés en avant recours & des techniques
shimiques classiquss © on peut par exempls fixer de Pacide benzéne penta- ou héxacarboxyliqus, de Pscide
diphosphoro-2,3 glynérique, du pyridoxal-§-phosghale sur un polymére préalablement polyaming,

Dans ce cas, § est impéralif d'éliminer toute trace du composd Z-Y, par exemple par dessalage sur une
colonne de filtration sur gel. En effet, il faut éviter la présence de composé Z2-Y qui n'aurall pas réagl et quj,
méme en falble concentration aves les conjugués macromoléculaires de linvention peut fausser les
conclusions relafives aux propridtés des conjugués de Pinvention.

On peut égalemeant avolr recours A toute suire méthode permeltant de fixer des chaines polyanionigues sur
un polymeére, tel qu'une méthode de greffage radicalaire,

La seconde Stape mentionnée ci-dessus ast une étape de réaction entre I8 polymere et 'hémoglobine et
peut, si néoassakre, &tre dventusliement précédéa d'una phase d'activation du polymeére avant gue i polymére
ne soil mis 3 réagic avec Phémogiobing; mais celte aciivation peut 8tre praficuement simultanée aves la
réaction entre le polymére et Phémogiohine.

Au cours de la seconds étape, le polyméara réagit avec Phémoglobine et d'une part les lisisons ioniques
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entre les sites 7 du polymére et Vhémoglobine et d'autre part lss lzisons covalentes entre e polymére ef
hémoglcbine se forment.

Dans le cas ol ce sont des groupss carboxyligues des sies 2 qui interviennent dans la liaison covalente
avec des groupes NHs de 'hémoglobine, an peut utiliser pour activer les groupes carboxyliques les réactiis
classiquement utilisés dans la synthése peptidigue, 1els que les carbodiimides hydrosolubles, notamment i
chiorhydrate de N'-Sthyi-N-(3-diméthylaminopropylicarbodiimide (EDCH, la N.hydroxysuccinimide, ou I'étho-
xy-2-guinaline-t-carboxylate d'éthyle (EEDQ).

La linison obtenue est slors une Haison amide.

Dans le cag ob ce sont les groupes aldshyde des sites Z qul interviennant dans ia liaison covalente aveo des
groupes NHz de Phémoglobine, on peut par exemple avoir recours & Pamination réductive.

L'amination réductive d'un aldéhyde consists & former une imine par Paction d'une amine, et & réduire
simultanément Piming en amine 2 Paide d'un réducteur tel gus NaBH4, NaCNBH3, s diméthylaminoborans o
HCGOOH, )

La laison oblenue est alors une llalson amine.

Dans le cas ol ce sont des groupes aldéhydes des sites Z quil internviennent dans I3 liaison covalenta aves
des groupes NHz de Phémoglobine, on peut également opérer dans des conditions telles gue fa Haison
cbienue soit une faison iming, laguatie peut ensuife tre stabilisée sn amine par réduction avec un réducteur
doux, tel que I'un de ceux mentionnés ci-dessus.

Lorsque les groupes Z, ne comportent ni groupes aidehydes, ni de groupes carboxyliguss, mais gu'ils
renfarment des groupes hydroxyles dont certaing sont sur des carbones adfacents, on peul former des
groupes akiéhydes, par exemple par oxydation péricdigue, notamment & Paide de NailO..

La fiaison obtenus entre ces groupss aldéhydes et les amines de 'hémogiobine est alers une flalson imine,
laquelle peut 8tre stabllisée en amine par réduction, par exemple avec NaBiHa,

Lorsque les sites 2 ne comportent ni groupes aldéhydes ni groupes carboxyliques, mais co"npcr*ent une ou
plusieurs fonctions OH, les sites 2 peuvent dtre mis en jeu sur dea groupes NHa de Phémoglobine 4 Valde o'un
réactif approprié tel que le carbonyidiimidazole. Dans ce cas, la laison obtenue est une lalson carbamate

uouguxa--

Les conjugués macromoléculaires d'hémogiobine dans lesquels les llalsons covalentes entre le polymére
sont des liaisons imines peuvent ne pas &tre stables dans organisme, S'est pourguol il corvient de stabiliser
iz fonction imine en amina, par exempde par réduction par NaBHg, NalGNBHa, ou le diméthylaminoborare.

Dans le cas ol i est nécessaive de stgbiliser es liaisons covalentes, 'hémoglobing n'est en fout cas pas
soumise a plus de deux $lapes de réaction, ot dans les autres cas, qu'ly alt activation ou non du polymere P,
rhémoglobine est soumise § une seule élape de réaction, ce qui esi particulisrement avantageux car le
nombre limité d'étapes de réaction sur Fhémoglobine {au plus égal & deux} est Fune des conditions
essentielles pour que, en pius du rendement de la réaction, Mhémogiobine ne solt pas dénaturée,

Au cours de fa deuxiéme étape, il ast en offet essentie! gue Fhémoglabine ne subisse au cours de fa
formation du corjugué macromeléoulairs de linvention ni dénaturation imporiante, ni réduction sensible de la
mobilita relative das diverses entitds qul la constituent afin de conserver, ay moins en partie, ses propridtés
oxyphoriquss.

La deuxidme étape de réaction a lieu en milleu agquew, iampnme oy non, & un pH d'environ 8 3 environ 8,

&ventuellement en preser‘ce d'un activateur comme indiqué ci-dessus, pendant une durée suffisante et de
préférance inférieurs & celle & partir de laquelie i v a formation importante de methémoglobine {supérisure 3
erviron 590}, 4 une température assurant une consgervation correcte de 'hémogichine.

Le milleu aguaux est famponné par des tampons classiquement utilisés, pour stabiliser le pH & la valeur
souhaitée,

La durée de réaction ast d'emviron 30 mn 4 environ 20 h, ef aveniageusement d'enviren 1hdenviren 8h, &
une température d'environ 3 & snvivon 30°C,

La durde de la réaction dépend notamment de {a lempérature & Jaquelle on travalile.

Lhémogiobine ulilisée est sous forme oxygénde, et on uliise avaniageusement -une soiution
d'hédmoglobine & 1005,

Le rapport des concentrations molaires antre le polymére et Mhémoglobine doit en outre étre tel que la plus
grande partie des molécules d'hémogiobine solt liéa de fagon covalents aveo le polymeére polyanionigue.

A titre dexemple, on peut indiquer quen faisant réagir, 4 une temapérature d'environ 3 & 30°C, en sciution
dans un milieu agueux & pH voisin de 6,5, un mélange de polymére dextrane, dont la niasse moléoulaire
moyenne an poids st dlerviron 10 000 & environ 40 000, et dhémoglobine dans lequel le rapport des
concentrations molaires antre le daxtrane ot Phémoglobine est d'environ 8.8 & emviron &, on oblient des
conjugués racromeldculaires de Pinvention, dont Pexamen chromatographique, par exemple par perméation
sur gel montre qu'l o'y a plus dhémoglobing libre.

Selon un mode de réalisation avantageuy, le procédé de Pinvention ast tel quiaucune liaison fonigue ef
aucune fiaison covalente n'est susceptible de s'établir aflleurs guentre les groupes respectiis appropriés des
sites Z du polymérs et 'hémoglobine,

Un procédé de préparation de conjugués macromoléculaires avantageux de linvention est caractérisé an

ce qus Pon fixe las aites Z sur e polymérs P de telle sorle que la relation entre le nombre of fa nature des
charges négalives destings 4 créer une lalson lonigue entre un site et Phémogiobine (non engagbes dans iz
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fiaison entre un site et le polymérs ef non engagédes dans ia lialson covalente entre un site et 'hémoglobine)
soit fa suivante

~lorsqgue chaque site Z contient un groups anfonigue unigue constitué d'un sulfate ou d'un phosphate, lyaau
moins un tel site Z tous les dix monomsaras du polymére,

- jorsqu'll s'aglt de site € contenant su meins deux groupes anfonigues, constitués de sulfales etfou de
phosphates, it v a au moins un tel site Z par chaine de polymére,

- lorsgue chague site Z contient des chargss anionigues provenant de carboxylates, i faut au moins deux
groupes carboxylates - non engagés dans la liaison covalente entre le polymére el 'hémogiobine - sur un
méme site Z, of au moins un el site Z tous les oing monoméres,

- lorsqull s'aght de site Z contenant au moins trois charges négatives provenant de carboxylates ~non
engagés dans ia iaison covalente enire e polymare ef Mamoglobine - By a au moins un tel site Z par chalne de
polymere,

La refation enfre le nombre de sites 7 ef de monoméres est statistique dans la mesure ol par sxempie,
lorsque § est indiqué quil y 2 au meins un site Z par shaine de polymére, cefa signifis que certaines chaines de
polymére ne peuvent comporter aucun site Z ot ceriaines autras chaines peuvent comporter deux sites, mais il
est bien avident qua, pour &tre astive vis-a~vis de 'hémaonlobing, une chaine de polymere doit contenir au
moins un site Z.

Selon un autre mode de réalisation avaniageux, le procéda de invention de préparation de conjugués
macromoléculaires est caractérisé on o que Pon fixs les sites Z sur le polymeérs P de telle sorte que la relstion
entre l& nombre ¢f ia nature des charges négatives destinés 3 oréer une flalson lonigue entre un siie et
Fhémoglobine {noen engagées dans la fHaison enire un site el e polymére et non engagées dans la laison
covalents enfre un site et le polymére} soit la suivants:

- Ineaqul agit de site Z contenant un groupe anionigque unique constitué d’un sulfate ou d'un phosphate, iy a
au moins un tel site Z par chaine de polymére ot au plus un site Z fous les onze monomeres,

-forsgu’ll $agit de site Z contenant un groupe anionigue unigue constiiué J'un carboxylale - non engagé dans
ia liaison enire le site et le polymére ef non engagé dans la liasison covalente entre le polymérs et
Fhémoglobine ~ i v au moins un tel siie Z par chaine de polymere,

- lorsquil s'agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux parboxyiates - non engagés
dans bx Haison entre le site ot le polymére et non engagds dans la lialson covalente entre e polymére et
Yhémogiokine -, T v & au moins un fef siie Z par chaine de polymérs et au plus un tel site Z fous les six
moneMméres.

Les conjugués dhémoglobine oblenus par mise en osuvre selon cetie variante du procédd de Mnvention
sont nouveaux.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé selon Pinvention est caractérisé en ce que les lialsens
covalentes entre le polymére P ot Fhémoglobine sont Stablies entre au meins un groups carboxylique ou
aidéhyde ou OH porté par les sites Z et au moins une amine de 'hémoglobine située dans le site allostarique
de 'hémogiobine, notamment Famine de 'une au moins des deux valines P-terminales de Mhimoglobine,

Selon un mode de réalisation avaniageux du procédé da Vinvention, ias ponts salins entre les groupes MHy™
ot les groupss OO0 internes de 'hémoglobine sont intacts lorsque [hémoglobine ast sous forme
déoxygénée.

On désigne par ponts safing, cerlaines liaisons intra-moléculairas gui se forment entre des lons NHz® el des
anions COU, lorsque Phémogiobine est sous forme désoxygénée.

Les ponts saling dans les conjugués macromaléaulaires oblenus par le procédé de Uinvention deivent de
préférenne étre intacts, car sl les ions qui participent 3 la tformation de ces ponts salins, sont engagés dans
grautres Haisons, e passage de hérmogichine de la forme oxygénde a la forme désoxygénée se fall irés
difficilernent et de manigre incormpléte.

L'expression "ponts salins intacts” signifie qu'au rmoins 50 % des ponts salins ne sont pas altérés, ef
qu'avaniageusement 80 4 80 Y, voire 100 9%, des ponts salins ne sont pas alterés.

Les oritdras permettant de vérifier si es ponis safins sont intacts sont notamment les sulvants @

a) Courbe d’affinité vis & vis de 'oxygene :
si fa courbe d'affinitd vie & vis de Poxygéne (courbe de Barcroft) est déplacée vers fa drolte par rapport a celle
de 'némoglobine fibre, cecl implique que les ponts salins ne soni pas modifiés.

) Ceefficient de Hill (n) @

oe paramétre traduit Nallure sigmoide de la courbe de Baroroft et refiéte le caractére plus ou moins coopéralif
de ta Tixalion de Poxygéne. La valeur de n permet d'apprésier ia permanence du somportement ailostérique de
hémogiohing. Dans le cas de Thémogiobine native, ce coefficient est compris entre 27 et 3.0,

o) Eifel Bobr @
it consiste & déterminer le comporiement oxyphoricue de Phémogiobine & différents pH, ce qui permet
d'évatuer les perturbations conséoutives aux différentes manipuigtions.

Selon un autre mode de réalisation avantagauy les conjuguéds macromoldculaires de Pinvention sont tels
que les polyméres sont choisis parmi les polysaceharides, notamment les hydroxyalkylamidons dont le groupe
alkyle comporte de 2 & 4 atomes de carbone, Pinuling, o dextrane ot ses dérivés, notamment le dextrane
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aming, Faicoot polyvinylique, la polyvinvipyrralidone, le polyméthacryiate et ses dérivés, les poiypeptides, fes
polyalkyidne glyools dans lesquels le groupe alkyléne comporte de £ 4 § atomes de carbone, notamment ja
polydthyléne giveol et o polypropyigne glysol

Les sonjuguds d'hémoglobing obtenus selon le procédé de Finvention sont lels que les Faisons loniques
antre le polymére et Mhémogiobing sont Slablies entre les groupes phosphate, suifate ou carboxylale des sites
Z du polymére at les groupes amines de Phémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantagaux de Finvention, les conjugués macromoléculaires sont tels que les
liaisons lonigues aont stablies entre les groupes carboxylates des sites Z du polymére ot les groupes NHa de
Fhémogichine.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de Finvention, les sites Z comportent O80zH ou QPG

Selon un autre mode de réalisation aventageux de Finvention, les sites Z proviennent du pyridoxalsulate, dus
disulfate o'épinéphrine, du trisulfate d'épinéphrine, du disulfate de norépinéphrine, du trisulfate dé
norépinéphrine, du disulfate de phénclphisieine.

Ssion un autre mode de réalisation avantageux de FPinvention, les slies Z proviennent du pyridoxalphos-
phate, de l'adénosine triphosphate, de ia phosphotyrosine, de la phosphoséring, de Pinosliothéxaphosphats
et ses dérivés, de Pinositol tri-, 18tra-, pentaphasphate e ses dérivas.

Selon un autre mode de réalisation avaniageux de Vinvention, les sites Z comportent les groupes Sujvants :

i COOH
memca(eocxygi goeﬁ, O-CH, ~CH-CH, ~CH.,~COCH,
m&m?ﬁ n
i
COOR

novariant 1 & 4.

Selon un attre mode de réalisation avantageux de Pnvention, le site Z provient
- d'um acide carboxyligue contenant au moing un groupe carbomylats sur la chaine principale non engagé dans
la faison entre fe polymére et le site Z et non engagé dans [a lalson covalente entre le site Z st Mhémeglobine,
- d’un acids benzdnscarboxyiique comparﬁert au moins une fonction Larbnxyimn nion sngagés dans {a liaison
entre le polymére ot le site Z of non engagé dans a lialson covalente ehtre le site Z et Phémogiobine,
- d'un groupe diphospho 2,3-glyoérate,
- de Pacide c:trsqm.
- du propans 1, 2, 3 tricarboxylate
- ou du butane téiracarbonylate.

Selon un aulre mode de réalfisation avantageux de Mnvention Z provient de Phydroxy-2-formiyk-B-phosphosé-
rine banzamide de formule |

CHO
~ \ CooH
2 CO-NH- cﬁ

OH CHE OPO . H,

ou du formyl-4-phosphosérine banzamide ds formule @

CHO

ia nature de fa llaison gui refie 7 au polvmére dépend des eléments réactionnels en présence el dos
sonditions de réaction.
Las lisisons qui uniasent 7 au polymére sont des Halsons éther, ester, amide ou amine.
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La fiaison éther ost oblenue par greffage radicsiaire de 'anide acryliqus, ou par achon d'acids
chicrosuccinique, sur fes groupes OH des polyméras | la flalson amide est oblenue par réaction entre les
groupes carboxylaies des groupes Z ot les groupes NHz dos polyméres; la Hialson amine est oblenue par
réaction entre les groupes aldéhydes des groupss Z st les groupes NHz des polyméres, suivie d'une
réduction. Catie derniére réaction paut dgalement éire effectués simultandment & la premidre amination
réductive,

A titre d'exemple, i laison ester est obienue
. soit par action des groupes carboxyliques d'un sile 2, sous forme anhydride, sur les fonctions OH d'un
polymere,

. 50t par action d'un groupe carboxyliue d'un site Z surles fonctions OH d’un polymére en présence d'agents
de condansation tels gque les carbodiimides,

Selon un mode de réalisation avaniageux du procédé de préparation, les conjugués de Finvention dans
{esquels les sites Z sont relids au polymére par intermédiaire d'une lialson ester peuvent éire oblenua de fa
facon suivanie:

- dans une premidre dlape, on fait réagir les sites Z dans lesquels les groupes carboxyliues sont sous forme
anhydride, sur un polymére comportant des fonctions OH, dans un milisu dans lequel le polymére est soluble,
pour fixer Ies sites Z sur le polymére;

- dans une seconde &tape, on fait réagir le polymére P comportant le ou lea sites £ avee de Phémoglobine sous
forme oxygénde, dans un milisu non déoxygéné, dans des conditions telles que Mhémoglobine ne subisse pas
de dénaturation et puisse passer apras couplage avec le polymere de fagen réversible de la forme oxygénée &
fa forme déoxygénés, en millau aqueux de pH compris d'environ § & environ @,

pour former d'une part au moins une lialson ionique antre Pun au moins des sites Z portés par l2 polymérs at
Fhémoglobine el d'autre part au moins uns laison covalents entre le méme susdit site Z porté par le polymére
st Fhémeoglobine.

Selon un autre mode de réalisation avaniageux du procédé de préparation, las conjugués de llinvention
dans lesquels les sites Z sont relids au polymare par Pintermédiaire d'une lisison ester psuvent &lre oblenus
de fa fagon suivanis:

- dans une premiere &lape, on fall réagi les sites 7 comportant des groupes carboxyligues, sur un polymére
comportant des fonctions OH, en présence d'un agent de condansation tel qu'uns carbodiimide, pour fixer les
sites Z sur 2 polyméra;

- dans une seconde &tape, on fali réagir ie polymére P comportant e ou les sites Z avec de Phémoglokine sous
forme oxygénée, dans un milisu non déoxygéns, dans des conditions telles que hémoglobine ne sublsse pas
de dénaturation et puisse passer aprés couplags avea fe polymére de fagon réversible de la forme oxvgénée &
fa forme déoxygénéde, en milleu agueux de pH compria d'enwviron § & environ 9,

pour former d'une part st moins une Eaison onique entre 'un au moins des sites Z portés par le polymére et
hémoglobine et d’autra part au moins une lizison covalente antre le méme susdil site Z porté par ke polymérs
et I'hérnoglobine.

Les carbodiimides utilisées dépandent du milleu dans lequel le polymére est soluble. Lorsque e polymere
asi du polyéthyidne glveol, on peut utiliser une carbodiimide soluble dans Peau ou dans un milisu organique.
Lorsaue le polymére est du dexirane, étant donné que le polymére est soluble uniguement dans Peay, la
carbodiimide utilisée est avantageusement le chiovhydrate de N -éthyl-N{Q-diméthylaminopropyl} carbodii-
mide (EDGCI)

Comme exemple de polyméres comportant des groupes O on paut clten
s daxirang, I polyéihyiéneglyool

Par "site 2 dans leaguels les groupss carboxyvlicues sont sous forme anhydride”, on entend aussi blen les
sites 7 comportant deux groupes carboxyliques sous forme anhydride {monoanhydrides} que seux
comportant un nombre pair de groupes carboexyliques dans lssquels chague paire de groupes carboxyliques
est sous forme anhvdride {polyanhydrides: par exemple dianhydride ou trianhydride).

Comme exemple de sites Z dans lesquels fes groupes carboxyliques sont sous forme anhydride on peut
citer, oulre les anhydrides d'acide polvcarboxyliques, tels que le benzéne 1245 tétracarbawyligue
dianhydrids, le benzéne 1,2,4 tricarboxylique anhydride, également le oyclobutane 1,2,3,4 tétracarboxylique
dianhydrids, la benzophénone télracarhoxylique dianhydride, Panhydride de 'acide aconitique.

Le pronédé de Uinvention met avantageusement en oswvre, & tiire de site &, le dianhydride d'acide
polycarboxylique dans leguel P'un des groupes carboxyliques de l'une des fonotions anhydrides est angageé
dans fa liaison covalents entre le polymare et Phémoglebine, of les autres groupes carboxvliques {dont ceux
provenant des fonctions anhydrides) servent & la liaison ionigue et 4 la lialson covalents entre le site £ el
hémaogiobine.

Le procédé de linvention met avantagausement en oawvre le composé de formule @
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Lorstue le polymére est du dextrane, le milieu dans lequel est effeciué la premiére dtape, dont guestion
ci-dessus, est de eau.

Dans le oas of s polymére est du polyéthyiéne giveol le miliau peut &tre de Peau ou un milisu organique tel
que le diméthyiformamids,

tes liaisons covalentas entre le polvmére st Phémogiobine, sont établies entre les groupes MHz de
Fhémoglobing et les groupes carboxyliques, aldéhyde ou DH, qui se rouvent sur les sites £

La lialson covalente entre e polymeare et 'hémogiobine st une liaison amids, Imine, amine ou carbamate,

Selon un mode de réslisation particulidrement avantageux de Pinvention, les Halsons covalentes sont
stabliss enire des groupes carboxylicues des sHles 2 du polymére et des groupes NHz de Phémogiobine.

Sedon un mode de réalisation avaniageux, le procédd de Pinvention concerne la préparation de conjugués

d'rémoglobine & partir de dexirane aming de masse moléculalre d'enviren 40 000, et d'environ 2,107 males
d'acide benzenehaxacarboxylique par g de dextrane,
- les Haisons ioniques étant éablies par Pintermédiaire des groupes carboxylates du benzenepeniacarboxy-
late fixd sur le polymére, non engagés dans u Halson enire le polymére et 'acide benzenshexacarboxyligue,
- gt les aisons covalentas dtant &tablies entre les autres groupes carboxyligues de acids benzenepantacar-
boxyvlique - & la fois non engagds dans la izison anirs Vacide benzenshexacarboxylique et le polymere et non
engagés dans les Haisons ioniques ci-dessus définies ~ et des groupes NHz de hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageuy, le procédé ds Pinvention concerne la préparstion de conjugues

d'hémogiobing & partir de dextrane aming, de masse moléculaire d'environ 10000, et d'environ 3.8x 1074 moles
d'acide benzenshexacarboxyiique par g de dexirane,
- les flaisons oniques étant éimbliss par intermédialra des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy-
iate fixés sur ie polymére, non engagée dans fa Hialson entre le polymere el Maoide banzenshexacarkoxylicue,
- ot les fiaisuns covalentes &élant établies entre les autres groupss carboxyliques de Pacide benzenepentacar-
boxylique - 3 la fuls non engagés dans ia faison entre I'acide benzenshexacarboxylique et le polymére et non
engagés dans ies Halsons fonigues ci-dessus définies - et des groupes NHg de Phémoglobine.

Selon un mode de réalisation avaniagsux, le procédé de Mnvention sonceme la préparation de conjuguss
d'hémogiobine 4 partir de dextrans aming, de masse moléculaire d'environ 10 000, et d'environ 3,2x10% moles
de benzeneletracarboxyligue par g de dexirane,

- fes faisons ionigues Atent tablies par lintermédiaire des groupes carboxyiates du benzenstiricarboxyiate
fing sur s polymdre, non engagés dans ia liaison entre le polymére et acids benrenstetracarboxylique,

- ot Ies lizisons covalentas lant Stablies entre les autres groupes carboxyligues de Pacide benzenetricarbowy-
fique - & fa fols non engagés dens g fHaison entre l'acide benzensteiracarboxyliqus et le polymére et non
engagés dans les fiaigons ioniquas ci-dessus définies - st des groupes NHg de Phémogiobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procéds de Navention concerne la préparation de conjugués
J'hémogiohing a partir de dextrane aminé, de masse moléouiaire d'anviron 10 000, ef denviron 4,104 moles
de butane tetracarboxylique par g de polymare,

- les Talsons lonigues 8tant 4tablies par Pintermadiaire des groupes carboxylaias du butanetricarboxylate fixé
sur le polymére, non engsgss dans a lialson entre le pelymére et acide bulenefeiracarboxyiious

- of s lizisons covalentes &tant établies entre les autres groupes sarboxyliques de Pacide butanetricarboxyli-
que - & la fois non engagds dans ia lialson enire acide butansistracarboxylique et le polymars el non engagés
dans les lsisons ionigues ci-dessus définies - of des groupes NHz de hémogichine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de Pinvention concemne la préparation de conjugués
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d'hémogiohing & partir de monoréthaxypolyoyéthyldne mono aming, de masse moidoulaire denviron 5000, et
denviron 1.5x10-% moles de benzenchexacarboxyiique par g de polymere,

- lea lizisons ionigues Stant élablies par Pintermadiaire des groupes carboxylates du benzenepentacarboxy-
fate fixé sur le polymére, non engagés dans le liaison entre is polyméare of Pacide banzenshexgoarboxyligue
- ef les Halsons covalontes Slant dizblics enire les aulres groupss sarboxyliquas de Pacide benzenepentacar-
boxylique - 4 la fols non engagés dans ia falson entre Pacide benzenehexacarboxylique et le polymére et non
engagés dans las liaisons ionigues chdessus définles - o des groupes NHg de I'hémogliobina.

Seton un mode de réslisation avaniageux, le procéde de invention conceme la préparation de CONjUgUes
dhémogiobing & partir de dextrane, de masse moléculaire d'environ 10 000, et dPenviron 8.3%10% moles de
benzéne~1,24 tricarboxyiique par g de polymére,

- l2s fizisons icnigues étant établies par Iintermédiaire du groupe carboxylate du benzenedicarboxylate fixé
sur le polymére, non engagé dans le Haison snire le polymeére et Pacide benzens-1.2.4 fricarboxyliaue

- ot les Haisons covalentes étant établies snire Pautre groupe carboxylique de I'acide benzénedicarboxyli-
que - 3 ia fois non engagd dans la lialson entre Vacide berzéna-1,24 iricarboxylique et ie polymére e pon
engagé dans les lialsons loniques chdessus définies - ot des groupes NHg de I'hémoglobine.

Selon un mode de réalisation avantageux, le procédé de invention soncerns la préparation de conjugués

d’hémogiobine A partir de dextrans, de masse moléculaire d'enviren 10 000, st d'snviron 1.18<1078 moles de
berzane-1,24,5 tdtracarboxylique par g de polymére,
- les laizons joniquss &tant établies par lintermédiaire des groupes carboxylates du benzenetricarboxylate
fixé sur fe polymére, non engagés dans le fiaison entre fe polymére et 'acide benzene-12,45 tdtracarboxylicue
- et les lialsons covalentes Slant Stablies entre les autres groupes carboxyliques de I'acide banzénatricarboxy-
fique - & la fois non engagés dans fa flalson entre Uacide benzéne-1,2.4.5 tétracarboxylique et le polymére st
non engagds dans las lialsons lonigues oi-dessus définies - ot des groupes NHg de hémogiobina,

Les conjugués macromolécuiaires obtenus par le procédé de Vinvention préesentent lavantage $'8tre
synthatisés facilement, sans formation ou presgue de rethémoglobine {inférieure & environ 500} of de
mimpliquer qu'un nombre limité de réactions sur 'iémoglobine, ce qui évite sa dénaturation.

Par aiflours, les conjuguds macromoléoulaires obtenus par le pronédé de Pinvention ne renferment pas
d'effectewrs de petite masse moléoulaire, non fiés, qui entralnent dans les expériences in vitro une
augmentation de a Pso. mais qui peuvent 8lre faclloment éliminés par diffusion axirarénale ou extravasculaire
au cours des mssais in vivo, et dont Peffet s'annude rapidement.

Les conjugués macromoléoulaires obienus par le procédé de Pinvention présentant Favantage de n'avelr
pour Foxygéne guuna affinité modérée, et d'avalr un volume hydrodynamique élavé, ce qui pendant les
opérations transfusionnelies augmeante la persisiance infravasculaire de hémogiobine par suppression de
hémogiobinurie.

Les oconjugués d’hémogiobine liés irréversiblement & des polymeres palyanionigues préparés selon
Pinvention peuvent, lorsqu'is sont dissous dans des solutions agueuses de camgosiiion convenable, jousrle
réle de subshituls du sang, notamment dans des interventions nécessiiant des transfusions ou ta perfusion d
organs.

Uinvention vise par conséguent, également lss solutions agueuses rendermant les conjuguds abtenus
seion les procédés déorits oi-dessus et notamment les solutions renduss isotoniquas du sang, par dislyse
croiongés conire une solution de Tyrode { de composition NaCl 8 g/ 1 KCHOR g/t Call 0.2 g/t MaCla 0,19/,
NaH2P0: 005 g/t NaHCO3 1 g/t | D.glucose 1 ¢/l par exemple et concan-tration par ultrafiltration juscir'a
oblenir pour Fhé-moglobine, une concentration d'environ 7 %,

Des préparations de conjuguds macromoidculzires d'hémoglobine oblenus par ie procadd selon
Finvention, ont 418 examinéas an tant que fransporteurs d'exygéne potanilels. On a pu montrer qu'slies sont
affectivernant capables de fixer I'oxygéne réversiblement et en particulier de le resiituer plus faciiernant que
Phémogiobine Bbre alnst gue Pillusirent ies courbes d'alfiniié pour Poxygéne des produils décrits dans les
sxerples 1, 3 el § ci-aprés et représentés sur la figure 5 qui sera commeniée ci-dessous. i apparalt en eifat,
que ces préparations sont caractérisées par des pressions de demi-saturation (Pse} qui peuvent dtre trés
élevées (de 800 & 5 OO0 Pa) alors que dans les mémes conditions (NaCl 0.05 M, pH 7, 25°C) cells de
héemogiohine native est 8gale & environ 480 Pa.

Ainsi ces composés pauvant ftre utilisés pour fournir & des tissus ischdmiés des quantités d'oxygene
importanies. s peuvent dgalement &tre Gtillsés en transfusion st &fre administrés & des patlents, sous forme
d'une solution agueuss randus isctonique du sang, en présence ou non d'excipients. Les composés peuvent
aussi &ire lyophilisés en présencs ou non d'un eryoprelectewr ou atomisés, st 8tre redissous dans Veau avant
uitlisation.

Les conjugués macromcibculaires obitenus par le procédé de Vinvention ont &1é testés sur des souris
rafaiivement & la toxicitd aigud comme indigqud cl-aprés.

L.o5 différents polyméres polyanionicues décrits dans les exemples ont é1é injectés & des souris de souche
SWISS dans les conditions suivanies | les polymeres sont dissous dans de 'eau distillée & une concentration
comprise entre 25 ¢ et § g/l ot le pH est ajusté 3 74,

0.5 mi de chague solution sont alors injectés par vole intrapéritonéale & 5 sourls, dont le comportement est
ensuite obsenvé pendant une péricdes de ¥ jours. Ces essals wont permis de déceler aucun sympidéme de
toxicité aigud.

Linvention a également pour obiet de nouveaux conjugués macromoléculaires d'hémoglobine non
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hiodénradables cu peu hicdégradabias, pendant le temps durant lequel le conjugué macromoléculaive dolt
assurer das fonctions oxyphorigues dans ie plasms, présentant pour I'exygéne une affinité infériswe doelle de
Phémogiohine fbre, caraciténsé en ce quil est constitué ©

- d'une part par de 'hémoglobine, laguelia peut passer de fagon réversible de la forme déoxygenes 3 la forme
axygénée,

- dPautre part par un polymérs P hydrosoluble, non toxique, de préférence non antigénique, hémosompatible,
de masse moldculaire danviron 1 000 & environ 500 000, de préférence denviron 1 000 a environ 100 000,
comportant un ou plusieurs groupes polaires, de préférence des groupes hydroxyles, carboxyles ou amines,
- fequal polyrmére comporte des sites Z contenant d'une part au moing une charge négative portés par au
moins un groupe cholsi parmi les groupes suivants : sulfate, phosphats, carboxviate ot destinés 4 oréer une
faison ionique avec be polymare, et contenant d'autre part au moins un groups carboxylique, aldéhyde ou OH,
destingé & créer une liaison covalente aves le polymére,

- fe polymére P &tant relié 3 Mhdmoglobine

. d'une part par Fintermédiaire d'au moins une liaison ionique &tablie entre Pune au moins charges négatives
des sites 2 portds par iz polymére P ot Phémoglobing, et

. dautre part par Vintermédiaire d'au mains une liaison covalente éiablie, entre l'un au moins des groupss
carboxyligues, aldéhyde ou OH du susdht site Z porté par le polvmére P el Phémogiobine,

- je nombre de Haisonz covalentes entre is polymeére et hémoglebine étant tel que le conjugué
macromoiéoulalre 2 une masse moiéoulaire moyenne d'enviren 70 000 & environ 1 000 000, de préférence
denviron 70 000 & environ 500 000, 1a relation enire le nombre et la nature des charges négatives, le nombra da
sites ef le nombre de monoméres étant la sulvanfe

- lorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionigue unigue constiiué d'un suifate ou d'un phosphate, ity a
au moins un tel site Z par chaine de polymére ot au plis un tel site Z tous les onze monomares,

- lorsgu'l 5'aght de site 2 contenant un groupe anionigque unique constitué d’un carboxylate, non engagé dans
ja laison entre le site ot le polymdre et non engagé dans la liaison covalente entre le polymére et
‘nérmogiobine, 1l ¥y au moins un tal site Z par chaine de polymére,

- lorsqu'll 8’agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylaies, # y a au moins
un te! site 7 par chaine de polymére et au plus un tel site Z tous les six monoméres.

Celte classe de conjugués macromoléculaires nowvesux de Pinvention se caractérise notamment
- par ie fait que I'une au moins des laisons ioniques el {'une au moins des lialsens covalentes sont établies &
partir de groupes respactifs appropriés situés sur le méme sife £
- et par e fait quil v 3 au meins un seul site Z sus-défini par chalne de polymére | en diautres termes, qu'un
sayul site 7 sus-défini par chaine suffil.

On a constatd gue cetie classe de nouveaux conjugués macromoléculaires présente des propriétés
oxyphoriques intéressantes, alors gue les conjugués macromoléculaires d'hémogiobine dans lesquels les
conditions entre la nature, le nombre de charges anionigues sur un site Z, et le nombre de sites Z par chaine
de polymére sont les mémes reais différent des conjugués définis cl-dessus par le fait que Iz llalson covalente
aet dtablie entre un groupe carboxyiique, aldéhyds ou OH qui n'est pas situé sur le site Z (qul comports e
groupe anionigue}, présentant une activité oxyphorigue peu ou pas intéressante.

Seion un mode de réalisation avantageux de Vinvention, tous les sites £ qui interviennent dans les lalsons
covalaries enire e polymére ¢t Fhémoglobine sont les memes que les sites £ qui interviennent dans les
fiaisons ioniques entre le polymére et Phémoglobine.

Une classe avantageuss de conjugués macromoléodaires d'némoglobine selon Pinvention est constituée
par ceux dans lesquels les lieisons covalentes enire Is polymérs P et Midmaoglobine sont éiabliss entre au
moins un groupe carboxyiious ou aldéhyde ou OH portd par les sites Z et au moins une amine de
Prémoglobine situse dans le site allostérique de Phémoglobine, notamment 'amine de Pune au moins des
deux valines f-terminalas de hémoglobine.

Une auire classe avanisgeuse de conjugués macromoléoulaires d'hémogiohine selon Fiovenlion est
constitués par ceux dans lesquels ies ponts salins entre fes groupes NHg® of les groupes GO0 infernes de
"hémoglobine sont infacis jorsgue Phémoglobine est sous forme déoxygénae.

Une autre classe avantageuss de conjugués macromoléculaires selon Pinvention est constilude par ceux
dans lesguels le polymérs P est chaisi parmi les peolysaccharides, notamment les nydroxyaiitylamidons dontia
radical alkyle comporte de 2 & 4 atomes de carbone, Uinuling, le dexirane et ses dérivés, notamment e
dextrane aming, alcool polwinvlique, la polyvinvipyrrolidone, e polyméthacrylate et ses dérivés, les
nolypeptides, los polyalioddne glvools dans lesguels le groups alkyléne comporte de 24 5 atomes de carbone,
notamment {2 polvéihyiéns glycol ef le polypropyiene glycol

Une autre classe avaniageuse de conjugués macromoléoulaires selon lnvention est constituée par ceux
dans lesquels le polymére P a une masse moléculalre moyenne inféristre ou égale 2 70 000, lorsquit st
constitud par e dexirane et ses dérivie, et une masse moléoulalre inférieurs ou dgale 4 10 000 lorsqu'd est
chaisi parmi les polyalkvigne glyeols, la polyvinylpyrralidone ou ke polyméthyiacrylate.

Une autre classe avaniageuse de conjuguds macromoléculaires selon Ninvention est constifués par ceux
dans lesquals le site 7 ast relié au polymére par Pintermédiaire d'una fonction ester, éther, amide ou amine,

Une autre classe avantageuse de conjugués macromoléculaires selon Vinvention est constituée par ceux
dans lesqusls le site Z comporte des groupss OS0sH, OPOsHp, C-CH(CCOH)2, -0-CH{COOH)-CHe-COOH,
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